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RESUMDPO

Objetivo: desenvolver modelo experimental de exposicdo aos produtos da queima do tabaco (cigarro) para avaliar os efeitos do seu
uso crénico em relacdo as neoplasias de bexiga. Métodos: Os animais foram expostos cronicamente aos produtos da queima do
tabaco em camara semi-aberta para simular o tabagismo. Trinta ratos jovens da raca Wistar foram distribuidos em dois grupos: um
com 20 animais simulando o tabagismo por periodo de seis meses, e um com dez animais controle sem exposicao por igual periodo.
Apds exposicdo por inalacdo da fumaca do cigarro, os animais foram eutanasiados e submetidos a estudo histopatolégico da parede
da bexiga. Resultados: Nao foi encontrada neoplasia e sim alteracdes leves e nao significativas. Os estudos da hemo-oximetria
(carboxiemoglobina e metemoglobina) e da concentracao de diéxido de carbono (CO,) confirmam que os animais foram expostos a
altas concentracdes da fumaca do tabaco e de seus derivados. Conclusdo: No estudo anatomopatolégico dos animais nao foi
encontrada neoplasia na mucosa da bexiga. Os modelos experimentais desenvolvidos foram altamente eficientes, praticos e faceis

de usar podendo ser empregados em outros estudos semelhantes para determinar os efeitos nocivos causados pelo tabagismo.

Descritores: Experimentacdo animal. Inalacdo. Tabagismo. Ratos. Neoplasias da bexiga urinéria.

INTRODUCAO

tabagismo esta associado a varias doencas, sendo

responsavel por aproximadamente cinco milhdes de
mortes ao ano no mundo e cerca de 200.000 no Brasil'. E
considerado pela organizacao Mundial de Saude (OMS) a
maior causa de morte evitavel?. Muitas doencas sdo
provocadas pelo habito de fumar e isto ocorre porque as
patologias relacionadas ao tabaco costumam apresentar
certa laténcia para desenvolver sintomas, gerando certa
negligéncia em relagdo aos seus riscos.

O cancer de bexiga é uma neoplasia que aco-
mete, principalmente, homens brancos da sexta e sétima
décadas de vida e pode se desenvolver a partir das células
transicionais do urotélio. Metade dos casos diagnostica-
dos apresenta como habito o tabagismo e, além disso, a
doenca costuma ter relagdo com fatores ocupacionais,
adocantes e analgésicos. Dos casos diagnosticados, 90%
sdo carcinomas urotelial de bexiga (nas trés camadas ex-
ternas do 6rgao) e, dentre eles, 75% sao superficiais. Ape-
nas 5% a 8% dos casos sdo do tipo carcinoma de células
escamosas (espinocelular) que podem invadir camadas mais
profundas e 2% sao adenocarcinomas, que apresentam
maior potencial de invaséo local. £ o sequndo tipo mais
comum de cancer na regiao genital. Em casos mais avan-
cados podem invadir a parede externa da bexiga e atingir

outros 6rgaos. Como o epitélio que recobre a bexiga e
parte da uretra é o mesmo, o0s tumores que se desenvol-
vem nessas estruturas tém caracteristicas muito semelhan-
tes®. Para reduzir o risco de morte pela doenca, o diagnds-
tico precoce é muito importante®.

Sabe-se que o tabagismo é o maior fator de ris-
co para o cancer de bexiga, com um risco duas a quatro
vezes maior que os nao-fumantes, embora s6 a metade
destes pacientes seja fumante.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver mode-
lo experimental de exposicdo aos produtos da queima do
tabaco (cigarro) para avaliar os efeitos do seu uso cronico
em relacdo as neoplasias de bexiga.

METODOS

Trinta ratos machos jovens da raga Wistar pe-
sando entre 300 e 4009 escolhidos aleatoriamente foram
estudados. Os animais foram acondicionados em gaiolas
comuns para a espécie, revestidas com maravalha e man-
tidos no Biotério no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experi-
mental. A pesquisa recebeu aprovacao do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (protocolo 1441-1/2008).

Os cigarros foram empregados para estudar as
possiveis alteracoes histoldgicas nos animais a partir da ex-

1. Faculdade de Medicina da UNICAMP; 2. Departamento de Cirurgia da UNICAMP; 3. Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP.

Rev. Col. Bras. Cir. 2014, 41(1): 056-060


Gisele Higa
Texto digitado
10.1590/S0100-69912014000100011


Colli Neto
Modelo experimental de tabagismo para inducdo de neoplasia da bexiga urindria

57

posicao crénica e continham as seguintes especificagoes:
Alcatrdo 10mg/cigarro; Nicotina 0,8mg/cigarro; monoxido
de carbono (CO) 10mg/cigarro. Para todos os animais foi
oferecida dgua ad libitum e cada um recebeu uma nume-
racao propria, marcada no pelo corpéreo. Os grupos de
animais foram assim distribuidos: Grupo I — 20 animais sub-
metidos diariamente a inalagdo da fumaca de cigarro em
camara de exposicdo. Os animais desse grupo foram sub-
metidos a exposicao de fumaca (8 cigarros por dia) pelo
periodo de seis meses, periodo considerado suficiente para
causar alteracbes na mucosa, pois, em média, um més de
vida do animal corresponde aproximadamente a cinco anos
de vida do homem®. Na camara de exposicao também foi
feita a contagem do nimero de particulas de CO; Grupo ll
—dez animais controle submetidos que receberam agua e
racao Ad libitum.

A exposicao a fumaca foi realizada em camara,
como a descrita por Wright et al.® e modificada por Biselli
et al.’” (Figura 1) composta por recipiente hermético para
acondicionar os animais, acoplado a um cilindro de ar com-
primido, cujas particulas foram aceleradas num sistema de
fluxo laminar com queda de pressao, dependente do fluxo
e aceleracao. Mediante reducao do diametro transversal
do tubo, utilizando-se uma pipeta interposta, o ar compri-
mido foi acelerado (de maneira constante, porém ao pas-
sar pela ponteira da pipeta adquirindo uma velocidade
maior). Quando a pressao neste ponto sofria queda abaixo
da pressao atmosférica produzia-se o efeito desejado: as-
piracdo da fumaca do cigarro, na outra extremidade do
sistema (efeito Venturi).

Um tanque de ar comprimido pressurizava a ca-
mara por meio de um conduto de ar sendo acoplado ao

sistema acima descrito para obtencao de maior quantida-
de de fumaca produzida pela queima dos cigarros. Dentro
da camara foram colocados os cigarros ja acesos com a
extremidade do filtro conectada a outro conduto de ar o
qual conduz a fumaca diretamente a camara de exposi-
¢ao, obtendo-se assim um significativo aumento na quan-
tidade de fumaca produzida e inalada pelos animais.

Durante o tempo de observacao os animais re-
ceberam dieta com racdo padrao e seus pesos foram
monitorados mensalmente.

Em dois momentos do estudo foi realizada a
hemo-oximetria dos animais para avaliar a eficacia da ca-
mara de exposicao.

A afericao foi realizada em dois animais expos-
tos a fumaca e um animal controle, sendo que 0s expostos
a fumaca foram avaliados em dois tempos: cinco minutos
e dez minutos de exposicao. Os itens analisados foram:
hemoglobina  (Hb), oxiemoglobina (HBO,),
carboxiemoglobina (HbCO), metaemoglobina (MetHb),
oxigénio total (O, total), aos cinco minutos de exposicao
(5') e aos dez minutos de exposicao (10°).

A concentracéo de dioxido de carbono (CO,) no
interior da camara de exposicdo, apds a queima do tercei-
ro cigarro, foi aferida diariamente por duas semanas.

Os ratos foram eutanasiados por prolongamento
anestésico com tiopental endovenoso em dose letal de 2ml/
kg/peso. O 6rgdo para estudo histopatolégico foi obtido a
partir de disseccdo da bexiga urinaria, removendo-o total-
mente. As pecas foram fixadas em formalina por 24 horas
e, em seguida, armazenadas em solucado de alcool 70% e
fixadas em blocos de parafina. Os cortes seriados foram
preparados em laminas e os fragmentos corados com

Ventilador

Caixa: 28 litros

Saida de ar

/ CO: 250-350 ppm

Entradas de

Camundongos

Ar sintético

AN

" 1,52 I/min

Grupos: Cigarro e
Cigarmo/ROFA

v

Tela de metal

Enfrada de

fumaca

\ Fluxo
2-3 I/min

Venturi

Tomeirinha ®
«— Cigarros

Figura 1 -

Rev. Col. Bras. Cir. 201

Camara de exposicdo a fumaca dos cigarros (cedida por Biselli et al.”).

4, 41(1): 056-060



Colli Neto
Modelo experimental de tabagismo para indugdo de neoplasia da bexiga urindria

58
Epitélio Infiltrado
preservado linfocitario
35% intersticial
5%
Hipotrofia
10%
fi \Hipertrofia
Atroo |a\ hiperplasia
35% 159

Figura 2 - Resultados da andlise histopatoldgica.

hematoxilina e eosina. Foi empregado o teste estatistico
de qui-quadrado e os resultados considerados significantes
gerando p<0,05.

RESULTADOS

Peso dos animais

Nao foram registradas alteracbes significativas
nos pesos dos animais entre 0s grupos, 0s quais variaram
de 300 a 460qg, sendo que todos apresentaram ganho de
peso durante o experimento.

Hemo-oximetria

Nao ocorreu variacao na taxa de hemoglobina e
do oxigénio total (p>0,05), porém a oxiemoglobina, a
carboxiemoglobina, a metaemoglobina variaram. A
oxiemoglobina teve elevacao aos cinco e dez minutos de
exposicao a fumaca em comparacdo ao animal controle
(p<0,005). Os valores de carboxiemoglobina e
metaemoglobina tiveram elevacao significativa em com-
paracdo ao controle apds dez minutos de exposicdo
(p<0,05), sendo que a carboxiemoglobina sofreu elevacao
acentuada (Tabela 1).

Concentracdo de CO,

O resultado obtido da concentracao de didxido
de carbono (CO,) no interior da camera de exposicao sem-
pre mostrou uma medida maior que 999 partes por milhdo
(elevada acima do valor limite a tal ponto que o equipa-
mento mostrava a mensagem “fora do valor limite” — Va-
lor Limite: 999 ppm). Portanto, a concentracdo de CO,
decorrente da queima dos cigarros na camara de exposi-
¢ao onde se encontravam os animais era significativa.

Anélise histopatoldgica

Nao foram registradas lesdes neoplasicas em
nenhum animal de ambos os grupos.

Os resultados da histologia revelaram sete ani-
mais com atrofia, dois com hipotrofia e trés com hiperplasia
associada com hipertrofia do epitélio da bexiga
urinaria(Figura 2). Em trés casos tais resultados apresenta-
ram hipertrofia moderada da camada muscular do érgao.
Apesar do tempo adequado de exposicao, as alteracdes
nao se mostraram acentuadas em nenhum dos parametros.
Tal fato pode ser evidenciado na analise do grupo controle
(p>0,05).

Nesse grupo, 50% das amostras apresentaram
atrofia e 50% hipertrofia com hiperplasia do epitélio da
bexiga sem alteracbes grosseiras. Portanto, nao foram
registradas lesdes neoplasicas no experimento.

Resultados da analise histopatoldgica.

DISCUSSAO

O tabaco contém mais de trinta carcindgenos
conhecidos, a maioria composta por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e nitrosaminas. Os estudos antigos
apontavam que 20 a 30% das neoplasias de bexiga em
mulheres eram causadas pelo tabaco. Hoje em dia, sabe-
se que essa taxa subiu para 50% entre as mulheres e se
manteve nesse valor para homens®. A mortalidade nos EUA
para esse tipo de neoplasia é de 7,7 e 2,2 para cada
100.000 homens e mulheres, respectivamente®.

Existem poucos modelos experimentais de ex-
posicao a fumaca do cigarro, embora a maior parte deles
seja empregada para camundongos. Os ratos Wistar e
Sprague-Dawley, coelhos, caes e cobaias j& foram empre-
gados em pesquisas com diferentes camaras de exposicao

Tabela 1 - Hemo-oximetria dos animais expostos a fumaca aos 5 e 10 minutos e animal controle.

Hb (g/dl) HbO, HbCO MetHb 0, total
Rato 1 -5’ 18,9 58,1 0,2 0,8 15,1
Rato 1-10’ 18,9 58,6 6,8 1,4 15,2
Rato 2 - 5’ 19,7 60,5 0,2 0,7 15,2
Rato 2 - 10’ 19,7 60,4 7.1 1,5 15,4
Controle 19,8 45,9 0,4 0,6 14,4
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e sob diferentes protocolos, embora um modelo ideal ain-
da nao exista. D'Agostini et al' estudaram o efeito
qguimioprotetor da N-acetil-cisteina em ratos Sprague-
Dawley expostos a fumaca do cigarro em maquina de ex-
posicao TE-10.

Shapiro prop6s uma camara vedada com alta
exposicao ao contetdo do tabaco para estudo da doenca
pulmonar obstrutiva crénica em camundongos''. Seu mo-
delo foi utilizado e modificado por Biselli et al.%, que estu-
dou o efeito da exposicdo da fumaca do cigarro e residuo
de 6leo diesel em pulmdes de camundongos.

O presente estudo objetivou o desenvolvimento
de modelos experimentais para carcinogénese em bexiga
urinaria em animais expostos a fumaca de cigarro.

Analisando-se os resultados obtidos pudemos
inferir que o peso dos animais mostrou-se ascendente na
analise isolada de cada espécime, ndo apresentando alte-
racoes, mostrando que a exposicdo ao tabaco nao interfe-
riu com o desenvolvimento normal dos animais.

A hemoximetria realizada em dois momentos
durante o experimento possibilitou comprovar pela analise
da carboxihemoglobina e metahemoglobina que o siste-

ABSTRACT

ma foi efetivo para propiciar aos animais inalarem as
substancias oriundas da queima do cigarro dentro da ca-
mara de exposicdo. Ficou demonstrado, também, que a
dose foi diretamente dependente do tempo de exposicao.
Portanto, pode-se afirmar que o sistema de simulacdo de
tabagismo foi eficiente, tendo como ponto critico o tempo
de exposicao. A intoxicacdo por CO e CO, foi tao elevada
gue provocou a morte de trés animais no inicio do experi-
mento, confirmando a alta intensidade de exposicao dos
animais as substancias do tabaco e seus subprodutos de
queima.

O exame histopatolégico apresentou alteracoes
leves e nao significativas devido ao pequeno nimero de
animais da amostra, sendo necessarios novos experimen-
tos no futuro, com maior tempo de exposicdo e maior nu-
mero de animais.

Apesar de ndo ser observada neoplasia na
mucosa da bexiga dos animais, o modelo experimental
desenvolvido e aplicado foi eficiente, pratico e de facil uti-
lizacdo, podendo ser utilizado em outras pesquisas seme-
lhantes para determinar os efeitos deletérios provocados
pelo tabagismo.

Purpose: To develop experimental models to evaluate the effects of the cigarette smoking in urinary bladder.Methods: Thirty
young male Wistar rats divided in 2 groups , respectively simulating smoking and control group. Results: The histopathologic studies
no recorded neoplasias, only mild changes and no significant alterations. The hemo-oximetry (carboxyhemoglobin and methemoglobim)
and CO2 concentration confirm that the animals were submitted to high intensity of exposure to carcinogens in tobacco and its

derivatives.

Conclusion: The experimental models were highly efficient, practical, easy to use and economical and can be

employed in other similar studies to determine the harmful effects by smoking.

Key words: Animal Experimentation. Inhalation. Smoking. Rats. Urinary bladder neoplasms.
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